In the C4-photocycloaddition at 365 nm betw een 3 H-psoralen and native DNA, the furocoumarin reacts with the pyrim idine bases of the m acrom olecule m ostly in the 4'-5'-positions (fluorescent photocom pounds). The non-fluorescent cycloadditions (addition in the 3 -4 position) form in a ratio of 1: 3 compared with the preceding ones.
In the progress of our researches on the photo reaction at 365 nm between skin-photosensitizing furocoumarins and DNA 2, we have identified and studied two distinct classes of photoadducts respon sible for the stable chemical linkage formed after ir radiation between the macromolecule and the furo coumarin 3: a)
C4-photocycloadducts in position 4' -5' of furocoumarin and 5 -6 of a pyrim idine base; these substances of type 1 or 2 are fluorescent in u.v.
light and stable in acid medium 4.
b) C4-photocycloadducts in position 3 -4 of furo coumarin and 5 -6 of a pyrim idine base; these sub stances of type 3 or 4 are not fluorescent and are unstable in acid medium 5.
A 3
The purine bases are not involved in this photo reaction 5' 6.
In the present p aper we have studied q u a n tita ti vely the fo rm atio n of these two classes of p h o to adducts, by using uniform ly tritium -labelled p so r alen (4,5 • 108 dpm /m M ) and native DNA.
Methods
The conditions of experiment are very close to those which we have previously followed 2.
Aqueous solutions (1.5 ml) at 0.15% of DNA (ex tracted from salmon sperm, highly polymerised, Calbiochem, Los Angeles; P = 8.21%, N /P = 1.78) con taining 20 //g/ml of psoralen-3H have been irradiated at 22 °c (HPW 125 Philips lamps, 365 nm; intensity of irradiation 2 ,9 2 -1015 quanta/cm 2/sec) ; after ir radiation sodium chloride was added up to a concentra tion of 1 M, DNA was precipitated with two volumes of ethanol, centrifuged, washed with 70% ethanol and air dried. The samples were then hydrolised with 0.5 ml of 5 N hydrochloric acid (60' at 100 °C).
In these conditions the pyrimidine bases involved in the cycloaddition are freed quantitatively, because of the higher sensitivity to acids of the glucoside linkage of 5,6-dihydropyrimidines7-9. After hydrolising the entire radioactivity linked to DNA has been proved liable to dialysis. By chromatography only photo adducts with pyrimidine bases have been found and none with nucleosides or nucleotides.
1) The hydrochloric acid does not modify the fluo rescent photoadduct psoralen-thymine as was proved by examination of u.v. and fluorescence spectra deter mined on a standard chrystalline substance, while the photocompound psoralen-cytosine is subject to deamina-tion, as was already known 4 yielding the corresponding adduct psoralen-uracil. The behaviour of these sub stances permits therefore easy identification and their quantitative recovery.
2) The instability of non fluorescent photoadducts however does not affect their determination. The radio activity of the furocoumarin moiety of the molecule has been proved regainable also after heating with 5 N hydrochloric acid.
A non fluorescent photoadduct between psoralen and thymine had already been isolated by mild hydrolysis with 0.4 N hydrochloric acid from DNA irradiated in the presence of psoralen: in paper chromatography (Schleicher and Schiill 2043 b, water as solvent) it showed R f 0.80 3' 5.
After hydrolysis of DNA irradiated in the presence of psoralen-3H by heating at 100° for 60" with 5 N hydrochloric acid, no radioactivity was detectable at Rf 0.80; but on the other hand, a radioactive non fluorescent spot was formed at R f 0.34.
We have ascertained that, wT hen a sample of pure non fluorescent photoadduct obtained by irradiation of psoralen-3H and thymine which had an R f 0.80 in pa per chromatography (solvent water) was heated at 100° for 60' with 5 N hydrochloric acid, by successive paper chromatography no radioactive spot was obtained at R f 0.80, but the entire radioactivity of the labelled photoadduct was recovered at R f 0.34.
Therefore W'e have assumed that the radioactivity measurements of this decomposition product can pro vide useful data for the determination of non fluo rescent photoadduct.
The DNA hydrolysates, obtained as indicated above, were further placed on Schleicher and Schiill 2043-b chromatographic paper, and developed with water.
In the chromatograms at 365 nm a spot was visible with violet fluorescence at Rf 0.60 due to the psoralenthymine and psoralen-uracil photoadducts (the last re sulting, as above mentioned, from the deamination of psoralen-cytosine). The chromatograms have been cut into uniform strips which have been quantitatively eluted with absolute ethanol; 3 ml of these solutions mixed with 3 ml of scintillating solution (5 g of 2,5 diphenyloxazol and 0.5 g of 2.2/-p-phenyl-bis-5 phenyloxazol in 1000 ml of toluene) were used for the radio activity measurements with a liquid scintillation coun ter (SELO-M ilano). Corresponding quantities were used for the determination of the fluorescence of the eluates (A fluoresc.400 nm, / exc. 330 nm) using an Aminco-Bowman speetrophotofluorimeter, with an XY Aminco recorder. R e su lts 
Bestimmung der ATPase aus E. coli bzw. ErythrozytenMembranen
Der Ansatz enthielt 0,2 ml 25 mM ATP in Imidazol puffer gelöst, 0,2 ml 25 mM MgCl2 in Puffer gelöst, 0,2 ml Enzym präparation und wurde mit 0,1 M Imida zolpuffer pH 7,5 auf 1 ml gebracht. Die Reaktion wurde mit ATP gestartet, der Ansatz 20 Min. bei 30 °C unter Schütteln inkubiert und die ATPase-Reaktion durch Zugabe von 0,5 ml 15-proz. Trichloressigsäure (TCE) gestoppt, ln 0,5 ml des TCE-Überstandes wurde das anorganische P 0 4 nach F i s k e und Subbarow 8 be stimmt. Der Proteingehalt wurde nach Lowry et al. 9 ermittelt.
Immunisierung
Kaninchen mit einem Körpergewicht von 3 -4 kg wurden mit den A TPase-Präparationen aus E. coli und Erythrozyten sowie mit dem 100 000-g-Überstand des Homogenates und E. co/i-Protoplasten immunisiert. Im Abstand von je 3 bis 4 Tagen erhielten die Tiere 7 Injektionen in die Ohrvene. Der Proteingehalt der inji zierten Präparationen betrug von der ersten bis siebten Injektion 150 /ug, 250 /ug, 350 /ug, 450 /ug, 600 /ug, 800 /ug und 1 mg Protein. Bei der siebten Injektion wurde gleichzeitig eine Menge Antigen entsprechend 2 mg Protein i.m. gespritzt. 10 Tage nach der letzten Injektion wurden die Tiere in Evipannarkose entblutet.
Bei der Immunisierung mit Protoplasten wurde den Tieren im Abstand von 3 -4 Tagen 7-mal 1m l einer Protoplastensuspension in physiologischem Kochsalz in die Ohrvene injiziert. Die erste Injektion enthielt 350 //g, die zweite 410 //g, die dritte 480 //g, die vierte 590 /ug, die fünfte 630 jug, die sechste 1 mg und die siebte 1,7 mg Protein. Bei der letzten Injektion wurde 1 ml Suspension mit einem Eiweißgehalt von 1,7 mg intram uskulär gegeben. 10 Tage nach der letzten Injek tion wurden die Tiere entblutet.
Zur fmmunisierung mit unvollständigem Adjuvans wurden 1 ml der M em branpräparation (1 mg Eiweiß) mit Arlacel A und Bayol F im Verhältnis 1:2:1 ge mischt. 9 Tage nach der ersten Injektion erfolgte eine zweite mit einer Dosis von 2 mg Eiweiß. Nach weiteren 6 Tagen eine dritte Tnjektion von 3,5 mg Eiweiß. 10 
Ouchterlony-Test10
Auf eine G lasplatte wurde eine ca. 4 mm dicke 1-proz. Agarschicht gegossen, ln diese wurden in einem Abstand von 1 cm Löcher mit einem Durchmesser von 2 mm gestanzt. Die Antiseren wurden in das zentrale, der Coli-Überstand in die beiden peripheren Löcher ge füllt. Die Ablesung erfolgte nach 16 Stunden. 
Antikörperbestimmung

Bestimmung des aktiven Transportes
Die Bestimmungen des aktiven Transportes von Na und K® und des 42K-turnovers an E. coli-Zellen wur den an anderer Stelle ausführlich beschrieben 7' u .
Die Erythrozyten wurden nach der Blutentnahme 3-mal mit 0,15 m NaCl bei 1000 g auf der Zentrifuge gewaschen und die Leukozyten verworfen. Wir ließen die Erythrozyten von 10 ml Blut in 100 ml 0,15 m NaCl 4 Tage bei 4 C stehen. Danach wurden 0,2 ml sedimentierte Erythrozyten in einer Lösung, die 30 mM an KCl, 76 mM an NaCl, 40 mM an Cholinchlorid, 2 mM an K 2H P 0 4 , 10 mM an Imidazol, 0,4 mM an Adenosin, 5 mM an MgCl2, 10 mM an Glycylglycin, 5,5 mM an Glucose war und einen pH von 7,3 hatte, 4 Stdn. bei 37 °C ohne und mit Normal-bzw. Antiserum unter Schütteln inkubiert 12. Das Anti-bzw. Normalserum wurde zur Inaktivierung des Komplements 30 Min. auf 56 °C erhitzt und danach 48 Stdn. gegen die Inku bationslösung dialysiert. Nach Beendigung der Inku bation wurden die Erythrozyten abzentrifugiert, mit 0,15 M MgCl2 gewaschen und schließlich im Vakuum trockenschrank über Nacht bei 1 T orr und 80 C ge trocknet. Zur Bestimmung von Na und K wurden 7 mg der getrockneten Erythrozyten 1 Stde. bei 100 °C mit 0,2 ml konz. H N 0 3 hydrolysiert und nach Verdünnen flammenphotometriert.
11 U . Z i m m e r m a n n . G . P i l w a t u. T h . G ü n t h e r . Z . N a t u r fo r s c h g ., im Druck. 12 D. C . T o s t e s o n , P . C o o k u . R. B l o u n t . J. g e n . P h y s io l. 48. 1125 [1965] .
Ergebnisse
Charakterisierung der Antiseren
Die Antiseren gegen verschiedene Präparationen aus E. coli wurden im Ouchterlony -Test gegen den 100 000 g L berstand des Co//-Homogenats als Antigen getestet. Es wurden 3 -4 Präzipitations linien sichtbar, woraus folgt, daß Antikörper gegen mehrere Antigene gebildet wurden. Die gesamte Antikörpermenge betrug 5 -10 mg Protein pro ml Serum.
Einfluß des Antiserums auf die E. coli-ATPase
Durch das Norm alserum erfolgt schon eine ca.
6-proz. Abnahme der ATPase-Aktivität (Abb. 1).
Nach Zusatz des Antiserums zu den Enzym präpara ten tritt eine Trübung und Präzipitation ein. Das Antiserum hemmt die ATPase. Die Hemmung nimmt zunächst mit der Antiserummenge zu und erreicht einen Maximalwert, der bei einem Verhältnis von 0,3 ml Serum zu 80 jig Protein der ATPase-Präpa-ration erreicht wird (Abb. 1 ). Eine geringe Rest- plasten mit Antiseren, so kann man auch hier eine gleich starke Hemmung der ATPase-Aktivität nachweisen (Abb. 1). Bei zunehmender Substratkonzentration zeigt die Co/i-ATPase ein Optimum bei 5 mM M g-A TP6. Durch Antiserum wird das Substratoptim um nicht geändert (Abb. 2 ). Der Grad der Hemmung hängt nicht vom pHWert ab. Zwischen pH 6,8 und 9,2 wird die ATPase durch das Antiserum im gleichen Verhältnis ge hemmt (Abb. 3 ). Über das Verhalten des pH-Optimums läßt sich nichts aussagen, da das pH-Optimum für die ATPase nicht im getesteten Bereich liegt. Die Coli-ATPase besitzt eine geringe Substratspe zifität 6. Durch Antiseren wird die Hydrolyse der verschiedenen spaltbaren P 0 4-Ester in gleicher Weise vermindert (Tab. 2 ).
Einfluß von Antiseren auf den Na-K-Transport bei E. coli
Durch die verwendeten Antiseren werden E. coliZellen präzipitiert, und nach dem Zentrifugieren er-
L-G lycerop h osp .
P ara-n itrop h en y l-p h o sp .
A T P a se-P rä p a ra tio n o h n e Z u satz hält man bei den Ansätzen mit Antiserum eine grö ßere Menge Sediment als bei den Ansätzen mit N or malserum oder ohne Serum. Bezieht m an den Naund K-Gehalt auf die eingesetzte Bakterienmenge, so zeigt sich, daß der K-und Na-Gehalt von E. coli durch Normalserum und die Antiseren nicht verm in dert werden. Die größte verwendete Serummenge betrug 2,0 ml in einem 5-ml-Ansatz. Die ATPaseAktivität wurde bei der gleichen Antiserummenge zu 80% gehemmt. Um festzustellen, ob die Aufnahmegeschwindig keit durch Antiserum verändert wurde, bestimmten wir zusätzlich den 42k-turnover unter steady-stateBedingungen. Der 42K-Influx in E. coli erfolgte in Gegenwart von 2 ml Antiserum pro 5 ml Ansatz mit der gleichen unveränderten Geschwindigkeit wie mit Normalserum oder ohne Serumzusatz, und die spe zifische Aktivität des intrazellulären K erreichte ohne bzw. mit Normal-oder Antiserum den gleichen W ert (Abb. 4 ). Der 0 2-und Glucoseverbrauch wurde durch Normal-und Antiserum ebenfalls nicht signi fikant beeinflußt. 
Abb. 4. Einfluß von Antiserum auf den
Einfluß von Antiseren auf die Erythrozyten-ATPasen
Die Antikörpermenge der verwendeten Antiseren gegen Erythrozyten-ATPase lag zwischen 5,2 und 5,9 mg Protein pro ml Serum. Nach Zusatz des Anti- serums zur Erythrozyten-ATPase erfolgte eine P rä zipitation. Erythrozytenmembranen enthalten 2 ATPasen: eine Na-K-unabhängige und eine ATPase, die Na und K gleichzeitig benötigt. Die Na-K-unab- Hemmung eintritt (Versuch 3, Tab. 3, Abb. 5 ). Zieht man von der Gesamt-ATPase-Aktivität den Anteil der Na-K-unabhängigen ATPase ab, so erhält man die entsprechenden W erte für die Na-K-aktivierbare ATPase. Man sieht, die verwendete ATPase-Prä-paration bestand zur Hälfte aus der Na-K-aktivierbaren Form, und diese wird durch das Antiserum in gleicher Weise wie die Na-K-unabhängige ATPase beeinflußt.
Wirkung des Antiserums auf den Na-K-Transport von Erythrozyten
Der N ettotransport von Na und K läßt sich an kältegelagerten Erythrozyten messen 13, die bei die ser Vorbehandlung Na aufnehmen und K abgeben (Tab. 4, B ) . Durch Reinkubation in Na-, K-und glucosehaltigen Medien wird der normale Na-und K-Gehalt fast wieder erreicht (Tab. 4, C ). Zugabe von dialysiertem Normalserum hat keinen Einfluß auf den D ) . Dagegen wird der Na-K-Transport durch steigende Mengen Antiserum in zunehmendem Maße gehemmt (Tab. 4, E ) . Durch 0,4 ml Antiserum wird der Effekt der Kältelagerung sogar verstärkt. Die Erythrozyten verlieren zusätzlich K und nehmen noch zusätzlich Na auf.
Die W irkung des Antiserums auf den Na-K-Transport ist spezifisch und nicht durch eine Änderung des Stoffwechsels bedingt, denn der Glucosever brauch der Erythrozyten wird durch Antiserum nicht signifikant beeinflußt.
Diskussion
Es ist bisher nicht gelungen, die ATPase der E. coli-bzwr. Erythrozyten-M embran rein darzustel-
